Metataxonomic and histopathological study of rabbit epizootic enteropathy in Mexico. by Puón-Peláez, Xiao-Haitzi Daniel et al.
PUÓN-PELÁEZ, X.-H.D., MCEWAN, N.R., GÓMEZ-SOTO, J.G., ÁLVAREZ-MARTÍNEZ, R.C., and OLVERA-RAMÍREZ, A.M. 
2020. Metataxonomic and histopathological study of rabbit epizootic enteropathy in Mexico. Animals [online], 10(6), 
article ID 936. Available from: https://doi.org/10.3390/ani10060936.  
Metataxonomic and histopathological study of 
rabbit epizootic enteropathy in Mexico. 
PUÓN-PELÁEZ, X.-H.D., MCEWAN, N.R., GÓMEZ-SOTO, J.G., ÁLVAREZ-
MARTÍNEZ, R.C., and OLVERA-RAMÍREZ, A.M.   
2020 


























Simple  Summary:  Epizootic  rabbit  enteropathy  (ERE)  is  a  worldwide‐distributed  dysbiotic 
syndrome that affects young rabbits. In Mexico, ERE represents 32% of the enteropathies that occur 
in rabbit production farms. The etiology of this syndrome has not been clarified yet; however, it has 
been  associated  with  nutritional,  environmental,  and  microbial  factors. A  metataxonomic  and 
histopathology study of ERE was carried out to compare the lesions and gastrointestinal microbiota 
of healthy and positive‐ERE rabbits. The results revealed a difference in the diversity and abundance 
of  the  gastrointestinal microbiota  in  rabbits with  ERE.  The  genus  Clostridium  and  the  species. 
Cloacibacillus porcorum and Akkermansia muciniphila were associated with the presentation of ERE. 
Histopathologic analysis showed smaller crypt sizes in the colon of ERE rabbits. 
Abstract:  Epizootic  rabbit  enteropathy  (ERE)  affects  young  rabbits  and  represents  32%  of  the 
enteropathies  in rabbit production  farms  in Mexico. The etiology of  this syndrome has not been 
clarified yet. A metataxonomic and histopathology study of ERE was carried out to compare the 
gastrointestinal microbiota and histopathological lesions of healthy and positive‐ERE rabbits. The 
metataxonomic  study was done using  an  Illumina MiSeq  (MiSeq®  system,  Illumina,  San Diego 
California, USA) massive segmentation platform, and a Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 




Statistical  analysis  was  done  using  PERMANOVA  analysis  for  the  metataxonomic  study  and 
ANOVA for the histopathology study. Histopathologic analysis showed smaller sizes of crypts in 
the  colon  of  ERE  rabbits.  Differences  were  observed  in  the  diversity  and  abundance  of  the 
gastrointestinal microbiota between  the analyzed groups. The genus Clostridium and  the species 
Cloacibacillus porcorum and Akkermansia muciniphila were associated with ERE. The results obtained 
from  this study can provide  information  for  future clarification of  the etiology and proposals of 
effective treatments. 
















ERE  can  be  difficult  to  diagnose  due  to  the  similarity  of  the  signs  between  this  and  other 
enteropathies [9]. During ERE outbreaks, rabbits reduce food and water intake, and in extreme cases, 
they will stop eating and drinking. Affected rabbits can show mild diarrhea and translucent mucus 









The  first  metataxonomic  studies  on  ERE  reported  changes  in  the  abundances  of  certain 
microorganisms,  such  as:  Clostridium  spp.,  Bacteroides  spp.,  Ruminococcus  spp.  [16],  Akkermansia 
muciniphila, Bacteroides‐Prevotella, Clostridium coccoides, Methanobrevi bacter [15], Bacteroides, Blautia, 
Dorea,  Clostridia,  and  a  number  of  unclassified  organisms  [17].  These  studies  used  the  second‐
generation platform 454 pyrosequencing. Recently, Jin et al. [18] used a second‐generation platform 
Illumina, MiSeq  system. They  reported a change  in  six genera  (Bacteroides, Rikenella, Akkermansia, 
Escherichia, Lysinibacillus, and Clostridium), meaning organisms  from  five  families  (Bacteroidaceae, 
Verrucomicrobiaceae,  Enterobacteriaceae,  Planococcaceae,  and  Clostridiaceae)  and  three  phyla 
(Bacteroidetes, Verrucomicrobia, and Firmicutes) were affected. They also reported the presence of 
the  phylum  Sinergetes,  mainly  the  genus  Cloacibacillus  porcorum,  which  is  related  to  the 
gastrointestinal microbiome in pigs [19] and oral problems (periodontitis) in bovines [20]. 





















1999  [22],  by  cervical  dislocation  through  mechanical  traction  and  jugular  exsanguination.  The 
healthy group was  euthanized  and  sampled  first  in  the  trail  area of  the  farm. Subsequently,  the 
facilities and materials were cleaned and disinfected. The ERE group was then euthanized using the 
same protocol.   












(pH 7).  In  this way, samples  from  the cecum,  ileum, and colon were obtained  for histopathology 







paraffin,  then  5‐μm  sections  were  cut  from  each  sample.  Staining  was  carried  out  using  the 
hematoxylin  and  eosin  technique.  Stained  slides were  analyzed  by  light microscopy  (Vert. A1, 
CarlZeiss Microscopy, Gottingen, Germany). Crypt depth was measured in the crypts when there 
was a complete longitudinal section, a villus, and its associated crypt. The depth of the crypt was 
measured  from  the  crypt–villus  junction  to  the  base  using AxioVision  4.9  software  (Carl  Zeiss 
MicroImaging GmbH,  Jena, Germany).  In  total, 10 crypts were measured  for each sample  [23]. A 
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heated for 5 min at 95 °C, homogenized by vortexing for 15 s, and centrifuged for 1 min at 14,000 × g. 
Then,  1.2 mL of  sample was  transferred  to  a new  2‐mL  tube  and  1  InhibitEX  tablet was  added. 






A  standardization  of  the  DNA  concentration  of  each  sample  was  performed  to  give  a 
concentration of 50 ng/μL, and sequencing of the DNA of the cecal contents was performed with the 
second‐generation DNA sequencing platform (MiSeq® system, Illumina, San Diego California, USA), 
where  the V3–V4  region of  the 16S rRNA gene was used  (Zymo Research Corp  Irvine California 
USA). Sequencing was performed using genomic DNA,  i.e., without a prior round of polymerase 
chain  reaction  (PCR) before  sequencing. The MiSeq™  sequencing used a v3  reagent kit with 600 
cycles and >10% PhiX spike‐in and 2 × 250 bp chemistry. 
The  protocol  after  sequencing  was  as  follows:  Filtering,  identifying  unique  sequences 
(Dereplication), constructing  tables of operational  taxonomic units,  removing chimeric sequences, 
assigning taxonomic identification, and determining abundance and diversity. 
Sequences were  processed  by  filtering  the  low‐quality  reads  and  trimming  the  sequencing 
adapters, which was determined with the quality score function, and trim and filter function of the 








Uclust  from  Qiime  v.1.9.1  (Quantitative  Insights  Into  Microbial  Ecology,  Colorado,  USA)  and 
compared against the internally designed and curated Zymo 16S Research Database (Zymo Research 
California,  USA).  Composition  visualization,  alpha‐diversity,  and  beta‐diversity  analyses  were 
performed  with  Qiime  v.1.9.1.  For  the  comparison  of  the  sequences  identified  by  DADA2,  a 





























Site  Depth of Crypts (μm) ERE+  ERE−  SEM  p Value 
Ileo‐ceco‐colic valve  199  187  16.21  0.73 
Cecum  136  121  5.55  0.22 
Colon  173  308  10.51  0.0004 
3.2. Metataxonomic Study 
3.2.1. Bacterial Abundance 
The  samples  from  the  ERE‐positive  rabbits  yielded more  sequences  relative  to  those  from 
healthy animals  (Figure 2). Following  rarefaction curve analysis, an almost horizontal asymptotic 
curve was obtained for almost all individuals (Figure 3). This indicates that the number of species 
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bacterial phyla of  the  cecal  contents  of  rabbits with  and without ERE. Where  a phylum was not 
observed is denoted by “‐“. 
Phylum  ERE+  %  ERE−  %  p Value 
Actinobacteria  538 ± 108.5  1.05  312 ± 217.9  0.73  0.138 
Bacteroides  7327 ± 2934.8  14.32  2300 ± 1020.4  5.36  0.137 
Cyanobacteria  286 ± 88.3  0.56  214 ± 58.1  0.50  0.508 
Euryarchaeota  400 ± 97.3  0.78  387 ± 194.2  0.90  0.951 
Firmicutes  30320 ± 4856.3  59.26  33848 ± 2811.8  78.88  0.544 
Unidentified  3504 ± 1402.1  6.85  2366 ± 260.9  5.51  0.443 
Proteobacteria  697 ± 225.8  1.36  521 ± 58.5  1.22  0.468 
Saccharibacteria  683 ± 224.3  1.34  121 ± 95.3  0.28  0.044 
Synergistetes  1287 ± 680.6  2.52  ‐  ‐  0.088 
Tenericutes  39 ± 18.3  0.08  196 ± 47.3  0.46  0.012 
Verrucomicrobia  6075 ± 1334.6  11.87  2642 ± 1012.8  6.16  0.068 
Following statistical analysis, ERE‐positive rabbits showed a significantly higher abundance for 
some  identifiable microorganisms. These  gave  an  indication  of organisms  that  could  be used  as 
biomarkers. Specifically, these were: Akkermansia (15.22% vs. 5.62%); Clostridium (3.56% vs. 0.61%); 
Bacteroides (2.67% vs. 0.92%); Cloacibacillus (1.72% vs. 0%); Saccharimonas (1.27% vs. 0.22%); Synergistes 
(0.71% vs. 0%); and Erysipelatoclostridium  (0.49% vs. 0.03%).  In  the  case of archea, Methanosphaera 
(0.58% vs. 0.09%) was the only genus that increased significantly. In addition, having the ERE disease 
significantly reduced  the relative abundance of  the genera Subdoligranulum  (3.64% vs. 7.49%) and 
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Table 3. Summary of sequences  identified and comparison of microbial diversity  indices  in rabbit 
cecal contents of animals with and without ERE. ERE+: Rabbits positive for epizootic enteropathy. 
ERE−: Healthy rabbits. 
Sequences and Index.  ERE+  ERE−  p‐Value 
Number of sequences    115,534  99,863   
Number of operational taxonomic units (OTU)  317  279   
Number of identified genera  76  81   
Shannon Index  6.24 (0.18)  6.54 (0.04)  0.001 
Simpson Index  0.95 (0.04)  0.97 (0.01)  0.001 
Simpson Inverse Index  30.12 (0.09)  43.54 (0.06)  0.001 
Fisher Index  66.20 (2.19)  81.40 (0.80)  0.001 
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Figure 6. Biomarkers  identified using  the LEfSe  test  in healthy rabbits.  (f):  family,  (e): species,  (o): 
order, (g): genus, (p): phylum. 
4. Discussion 
Macroscopic  lesions observed were  similar  to  those mentioned previously  in  several  studies 















the  identified  OTUs  and  reduces  bioinformatical  error  [21].  Comparison  of  the  metataxonomic 
profiles showed a difference between groups  (p < 0.04), which supported  the classification of  this 
enteropathy  as  dysbiosis.  It  has  been  reported  that  ERE  dysbiosis  affects  a  rabbit’s microbiota, 
because it increases the abundance of the phyla Bacteroidetes, Proteobacteria, and Verrucomicrobia 
[15,17]. However,  it decreases  the abundance of  the phylum Firmicutes  [15,17,18].  In addition, an 
effect on the diversity has been reported, principally on the genera Butyricimonas and Anaerotruncus 
[17]. 
In  this  study,  an  increase  in  abundance  for  the  phyla  Bacteroidetes,  Saccharibacteria, 
Tenericutes, and Verrucomicrobia in ERE‐infected animals was observed, but the phylum Firmicutes 
decreased.  However,  due  to  intra‐group  variation  in  the  numbers,  only  Saccharibacteria  and 
Tenericutes showed significant (p < 0.05) increases, with Verrucomicrobia showing a trend towards 
an  increase  (p  =  0.068).  Furthermore,  the  Synergistetes  phylum was  only  found  in  ERE  rabbits. 
























associated with PCR bias and  so should provide a more accurate  reflection of  the genomic DNA 









The  increase  in  the  abundance  and  decrease  in  diversity  indices  observed  in  this  study 
corroborates  that  reported  in some previous studies  [15,17]. The Simpson  index differs  from  that 
reported by Jin et al. [18], who did not detect a difference. This index does not discriminate between 
species with a  low population and diversity  is confirmed by observing other diversity  indices,  in 
which differences can be observed, as we showed in this study. In this study, the relative abundance 
of organisms in those with ERE was higher than in healthy animals, and the Chao1 index was 304.98. 









Members  of  the  phyla  Verrucomicrobia  (family  Verrucomicrobiaceae),  Firmicutes  (families 
Clostridiaceae,  Familia_XIII,  Defluviitaleaceae,  Peptostreptococcaceae,  Erysipelotrichaceae, 
Lachnospiraceae), and Synergistetes  (family Synergistaceae) were associated with  the presence of 
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ERE  by  LEfSe  analysis  (Figure  5).  In  addition,  the  following  organisms were  also  found  to  be 
associated with ERE: Akkermancia muciniphila, Clostridium spp., and Cloacibacillus porcorum. 
The Firmicutes phylum  is  the most abundant within  the  cecal microbiota of healthy  rabbits, 
representing between 65% to 75% of the abundance [43–45]. In the present study, Firmicutes were the 
most abundant organisms  in both groups, although  the relative abundance was higher  in healthy 
rabbits at 78.88%, relative to those with ERE with 59.26%, in keeping with previous studies [15,17,18]. 













degrade mucins  and  stimulate mucin  production  in  the  gastrointestinal  tract  [48].  Therefore,  its 
presence  can  be  related  to  the  increase  in mucus  production  in  the  small  intestine  and mucus 
accumulation  in  the  cecum.  Interestingly,  human  dysbiosis  studies  [49,50]  showed  that  a  low 
presence of  this bacterium  is associated with  the presentation of ulcerative colitis,  irritable bowel 
syndrome, and obesity. Moreover, the role that this microorganism plays in the preservation of the 
physical barrier of the intestine has been verified by stimulating the production of mucins [51–53]. 













Metataxonomic  studies  can  generate  information  that  allows  the  theorizing  and  testing  of 
specific  treatment  ideas  for  ERE.  In  this  study,  some  bacteria were  identified  as  potential  ERE 
biomarkers, which appear to be strongly related with the disease. Recently, Read et al. [33] showed 
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5. Conclusions 
Rabbit epizootic enteropathy is a dysbiosis that presents a principally smaller size of the crypts 
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